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DESCRIPCION
Tratamiento de enfermedades autoinmunes
Campo de la invencion

La presente invencioén se relaciona con un amino alcohol y con derivados de fosfato del mismo, para ser usados en
el tratamiento de enfermedades autoinmunes particulares, tales como esclerosis lateral amiotrofica y uveitis.

Antecedentes de la invencion

La esclerosis multiple es una enfermedad inflamatoria crénica del sistema nervioso central (SNC) con una causa
fisiopatologica desconocida. Las manifestaciones clinicas estan asociadas con la infiltracion del sistema nervioso
central por células inmunocompetentes. Poblaciones de células T especificas dirigidas a neuroantigenos, tales como
la proteina basica mielina, pueden ser demostradas en la periferia. Esto sugiere la participacién de una respuesta
autoinmune en el desarrollo de la enfermedad. Aunque no existe un tratamiento especifico para este trastorno
autoinmune mediado por células T, los pacientes reciben terapia inmunosupresora incluyendo azatioprina y
corticosteroides con el propésito de limitar la extension del proceso inflamatorio. La terapia inmunosupresora de la
esclerosis mdltiple, sin embargo, es Unicamente parcialmente efectiva, y en la mayoria de los casos Unicamente
ofrece un retraso en el progreso de la enfermedad a pesar del tratamiento antiinflamatorio e inmunosupresor.

Por lo tanto, existe la necesidad de otros agentes terapéuticos que sean efectivos en el tratamiento de la esclerosis
multiple y de otras enfermedades relacionadas incluidas aquellas que involucran dafio al tejido nervioso periférico o
central mediado por células T, tal como la neuritis periférica, la neuritis Optica y la esclerosis lateral amiotrofica.

Ahora se ha encontrado que un amino alcohol tal como el divulgado mas adelante tiene un efecto benéfico en el
tratamiento de enfermedades autoinmunes tales como esclerosis lateral amiotréfica (enfermedad de Lou Gehrig) o
uveitis.

D5 (WO 2005/014525) describe moduladores de S1P con eficacia inmunosupresora que portan una estructura de
nucleo de bifenilo rigido o, en algunos casos, biarilo rigido. Por lo tanto, los motivos moleculares tridimensionales de
los compuestos del documento D5 son bastante diferentes de los compuestos de la presente invencién.

Realizaciones

1. La invencion proporciona por lo tanto un compuesto de formula la,
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o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
o un derivado de fosfato del mismo de férmula:
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como Unico ingrediente activo para uso en el tratamiento de
esclerosis lateral amiotréfica o uveitis.

5 2. La invencion proporciona ademas un compuesto para uso segun la realizacién 1, que es un compuesto de férmula

la:
0. S Ct
19
g OH
OH

la
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. La invencioén proporciona ademas un compuesto para uso segun la realizacion 1, que es un compuesto de la
10 férmula:

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

15 4. La invencién también proporciona un compuesto para uso segun la realizacion 2, en el que el tratamiento es
tratamiento de uveitis.
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5. La invencion también proporciona una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de féormula la o
un derivado de fosfato del mismo o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como Unico ingrediente activo,
segun la realizacion 1, junto con uno o mas diluyentes o portadores farmacéuticamente aceptables de los mismos,
para uso en un tratamiento segun la realizacion 1.

Los derivados fosforilados de compuestos de férmula (la), por ejemplo, éster mono-2-amino-2-[4-(3-benciloxifeniltio)-
2-clorofenilletil-propilo] de acido fosférico, pueden ser preparados utilizando los procedimientos para sintetizar los
compuestos fosforilados descritos por ejemplo, en WO 2005/021503 (ver, por ejemplo, las paginas 11 y 12). Los
compuestos Opticamente activos de los derivados fosforilados de féormula (la) pueden ser preparados con alta
pureza utilizando el procedimiento descrito, por ejemplo, en Hinterding et al., Synthesis, Vol. 11, pp.1667 - 1670
(2003). Como ejemplo, un compuesto Opticamente activo de formula estructural (la), éster mono-2-amino-2-[4-(3-
benciloxifeniltio)-2-clorofenil]etil-propilo] de acido fosférico, puede ser preparado como se describe en el esquema
siguiente utilizando los procedimientos de Hinterding et al. (2003) supra.

a) Boc-anhidrido @\,0 s =
o S Cl e —— e \@
@ o b} Clorure de o-Nitrobenzollo o " Q
NH, 0N o kl
¢} Acetonadimetilacetal
G D

HO

Qo

\@,5 Gl d) K;LO, @Vcﬁ : 5 ci
N & Q
oM _‘* e) Tetrazol ) H,O \@7’;
0 DAD ™z J:T—

L S OE’P'“G *1
X s XK

a) 1 equivalente del compuesto 1 y 1,2 equivalentes de Boc - anhidrido en dioxano/acetonitriio o DMF/agua
(dependiendo de la solubilidad) + 1,2 equivalentes de NaOH 1 M en agua (temperatura ambiente, durante la noche).

b) 1 equivalente de la etapa a), 1,5 equivalentes de cloruro de 2-nitrobenzoilo y 1,6 equivalentes de piridina en
CH_Cl; (temperatura ambiente, durante la noche).

c¢) 1 equivalente de la etapa b), 3 equivalentes de acetonadimetilacetal y 0,1 equivalentes de p-TsOH+H,O en tolueno
(95°C, 3 horas).

d) 1 equivalente de la etapa c) y 0,075 equivalentes de K,COs; (en polvo) en MeOH/THF (1/1) (temperatura
ambiente, 4 horas).

e) 1 equivalente de la etapa a), 6 equivalentes de tetrazol (recristalizado a partir de tolueno o de 0,45 M en CHsCN) y
2 equivalentes de di-t-butildietilfosforamidita en THF seco (temperatura ambiente, 3 horas).

f) 5 equivalentes de H,O; (30%) directamente en la mezcla de reaccién de la etapa e) (0°C, 1 hora).

Aislamiento: se detiene la mezcla de reaccion con tiosulfato de sodio (saturado en agua) y se extrae con acetato de
etilo (3 x).
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Ester mono-{(R)-2-amino-4-[4-(3- benciloxi-
fenilsulfanil)-2-cloro-fenil]-2-hidroximetil-
butilo} de acido fosforico

Ester mono-{(S)-2-amino-4-[4-(3- benciloxi-
fenilsulfanil)-2-cloro-fenil]-2-hidroximetil-
butilo} de acido fosforico

Los compuestos de la invencion pueden existir en forma libre o de sal, o como un hidrato. Los ejemplos de sales
farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la invencion incluyen sales con acidos inorganicos, tales como
clorhidrato y bromhidrato, sales con acidos orgéanicos, tales como sales de acetato, trifluoroacetato, citrato, tartrato,

metanosulfonato.

Cuando los compuestos de la invencién tienen uno 0 mas centros asimétricos en la molécula, tales compuestos
deben entenderse como aquellos que abarcan los distintos isémeros O&pticos, asi como racematos,
diastereoisomeros y mezclas de los mismos.
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El término “cantidad efectiva” se refiere a una cantidad de un compuesto de la invencién que, cuando se la
administra a un paciente, es efectiva para tratar una enfermedad autoinmune, esto es, esclerosis lateral amiotréfica
(enfermedad de Lou Gehrig) y uveitis. Con respecto al tratamiento de una enfermedad autoinmune, este incluye una
reduccion de los sintomas de la enfermedad, y cualquier otro de los indicadores conocidos en el arte que
demuestren el tratamiento de la enfermedad autoinmune.

La utilidad de los compuestos de la invencion en el tratamiento de las enfermedades, trastornos o condiciones como
las especificadas aqui anteriormente, puede ser demostrada en métodos de prueba en animales asi como en clinica,
por ejemplo de acuerdo con los métodos descritos aqui mas adelante. El modelo animal mas ampliamente utilizado
para esclerosis multiple es encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), con base en caracteristicas
histopatoldgicas y clinicas compartidas con la enfermedad humana.

Métodos

Modelos animales: EI modelo monofasico de encefalomielitis autoinmune experimental aguda (EAE) y la forma de
recaida crénica se considera que son modelos animales instructivos para esclerosis multiple. EAE puede ser
inducida en animales susceptibles por medio de una sola inyeccién de tejido de SNC o MBP emulsionado en
adyuvante completo de Freund en la base de la cola. Una enfermedad paralitica monoféasica aguda aparece en
cepas susceptibles de rata, por ejemplo, rata Wistar de Lewis, aproximadamente 8 - 11 dias después de la
sensibilizaciéon. Las ratas sintomaticas se recuperan dentro de los siguientes 7 dias, pero en otras especies el
ataque es usualmente letal. En los modelos de enfermedad de recaida crénica, las ratas experimentan de una a tres
recaidas después del ataque agudo de la enfermedad. Estas recaidas son usualmente desde muy suaves hasta
severas y se observan en un lapso de 20 - 100 dias después del ataque agudo.

1. Modelo de EAE aguda

Se inmunizan ratas hembra de Lewis por medio de una inyeccion intracutanea en las patas traseras con 0,1 mL de
una mezcla de médula espinal de conejillo de Indias y adyuvante completo de Freund [Difco H37 RA] (3,5 g de
médula espinal de conejillo de Indias + 3,5 mL de NaCl al 0,9% + 105 mg de M. tuberculosis [Difco H37 RA] + 7 mL
de CFA (Difco H37 RA). Se utilizan cinco - diez ratas por grupo y se juzgan los sintomas somaticos en forma diaria
en una escala de 0 - 3. Se registra el nimero de animales enfermos asi como el momento de aparicion de la
enfermedad. Los compuestos de prueba, por ejemplo [Compuesto A: 2-amino-2-[4-(3-benciloxifeniltio)-2-
clorofenil]etil-propano-1,3-diol; Compuesto B: (R)-2-amino-4-[4-(3-benciloxifeniltio)-2-clorofenil]-2-metilbutan-1-ol; y
Compuesto C: (R)-2-amino-4-[4-(3-benciloxifeniltio)-2-clorofenil]-2-etilbutan-1-ol) se administran diariamente desde el
dia 0 hasta el dia 13 por medio de una sonda nasogastrica. El significado estadistico entre grupos tratados y no
tratados se analiza cada dia utilizando analisis ANOVA de varianza seguido por comparaciones multiples de Dunn.
En ausencia de tratamiento con el medicamento, los sintomas de la enfermedad (paralisis de la cola y ambas patas
traseras) usualmente se desarrollan en el lapso de 8 - 11 dias.

Grados clinicos:

1 = pérdida de tonicidad de la cola

2 = debilidad de una o ambas patas traseras, o ataxia suave

3 = ataxia severa o pardlisis acompafiada de incontinencia urinaria

Como se muestra en la Tabla 1 a continuacion, los Compuestos A, B y C conducen a la prevencion de los sintomas
de la enfermedad cuando se administran en dosis entre 0,1 y 10 mg/kg/dia en este modelo.

Tabla 1
Compuesto Dosis mg/kg por Numero de animales con EAE/total Primeros sintomas
via oral Dia 12  Puntaje promedio en el control  Dia 14 el dia
Control - 5/5 severidad = 2,8 9
Compuesto A 0,1 0/5 3/4 9
0,3 0/5 1/5 14
1 0/5 0/5 > 14
Control - 5/5 severidad = 3 10
Compuesto B 1 0/5 0/5 >14
Compuesto C 1 0/5 0/5 >14

Severidad = grados clinicos 0 - 3

Como se muestra en la Figura 1, el Compuesto A previene los sintomas cuando se lo administra en forma oral en
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dosis entre 0,1 y 10 mg/kg/dia en este modelo.

La Figura 1 muestra el efecto de respuesta a la dosis del Compuesto A sobre la prevencion de los sintomas de la
enfermedad en el modelo de EAE agudo.

2. Modelo de EAE de Recaida Crénica

La EAE de recaida crénica se induce por medio de la inyeccidon de una emulsion de médula espinal de conejillo de
Indias en adyuvante completo de Freund en las patas traseras de ratas de Lewis. Se utilizan de seis a diez ratas por
grupo y se juzgan diariamente los sintomas somaticos en una escala de 0 - 3. Se registra el nimero de animales
enfermos asi como tiempo de inicio de la enfermedad. Se inicia el tratamiento con el compuesto de prueba, por
ejemplo un compuesto de la invencién, por ejemplo el Compuesto A como se define mas arriba, el dia 16 (después
el primer ataque de la enfermedad) y se continua hasta el dia 31. Se analiza el significado estadistico entre grupos
tratados y no tratados cada dia utilizando analisis ANOVA de la varianza seguido por comparaciones miltiples de
Dunn. En ausencia de tratamiento con el farmaco 80 - 100% de las ratas sensibilizadas muestra recaidas clinicas
durante los primeros 40 dias después de la inmunizacion.

Grados clinicos:

1 = pérdida de tonicidad de la cola

2 = debilidad de una o ambas patas traseras, o ataxia suave

3 = ataxia severa 0 paralisis acompafiada de incontinencia urinaria

Como se muestra en la Figura 2, el Compuesto A previene recaidas clinicas cuando se administra en forma oral en
dosis de 0,3 mg/kg/dia en el modelo de EAE de recaida crénica. La Figura 2 muestra el efecto del Compuesto A
sobre la prevencion de los sintomas de la enfermedad en el modelo de EAE crénica.

Se espera que resultados similares obtenidos con el Compuesto A serian observados para los Compuestos By C.
3. Modelo de EAE Cronico

La induccién de AEA en una rata DA se realiza como lo describen Lorentzen et al, 1995, J. Neuroimmunol.; 63(2):
193 - 205 y Adelmann et al, 1995, J. Neuroimmunol.; 63(1): 17 - 27. En resumen, se inmunizan ratas con una mezcla
de cerebro de rata DA y rata DA y homogenizado de médula espinal de bovino suplementado con 0,02 pg/ml de
proteina MOG de rata recombinante purificada. Se homogeniza la mezcla y luego se mezcla en proporcién 1:1 con
adyuvante completo de Freund que contiene 4 mg/ml de M. tuberculosis H37RA(CFA). Se homogeniza luego la
mezcla resultante utilizando un homogenizador Polytron PT3100 (Kinematica, Lucerna, Suiza). Se inyectan luego las
ratas en forma subcutanea en la raiz dorsal de la cola con una sola inyeccion de 200 ul de antigeno/CFA. Se evalla
la enfermedad cronica resultante utilizando una escala numérica de paralisis progresiva: 0, no hay paralisis; 1,
pérdida de tonicidad de la cola; 2, debilitamiento de las extremidades posteriores o ataxia; 3, paralisis de las
extremidades posteriores con o sin incontinencia urinaria; 4, pardlisis de las extremidades posteriores y anteriores; 5,
moribundos o muertos. Los resultados clinicos se evalian en forma diaria, mientras que el peso corporal se
determina cada tercer dia. En el pico de enfermedad clinica, antes del tratamiento, se disponen grupos de animales
de tal manera que los puntajes de la enfermedad clinica sean comparables. El tratamiento de los animales se inicia
en el pico clinico de la enfermedad el 12avo dia y continua diariamente hasta el 33avo dia después de la
inmunizacién (total 22 dias). El compuesto de prueba o vehiculo (para los grupos de control) se administra
diariamente en forma oral.

En este ensayo, el Compuesto A administrado en forma oral en una dosis de 0.3, 0.1 6 0.03 mg/kg/d inhibe
efectivamente la EAE cronica. El andlisis estadistico demuestra una reduccion significativa en enfermedad clinica en
cada dosis del Compuesto A comparado con aquella del grupo vehiculo.

Ensayo clinico

Estudios clinicos adecuados son, por ejemplo, estudios doblemente ciegos, aleatorios o0 de escalamiento de dosis,
de etiqueta abierta en pacientes con la esclerosis lateral amiotrofica y uveitis anteriormente mencionadas. Los
efectos benéficos sobre estas enfermedades autoinmunes, pueden ser determinados directamente a través de los
resultados de estos estudios que son conocidos como tales por una persona capacitada en el arte. Tales estudios
pueden ser también adecuados para comparar los efectos de una monoterapia utilizando compuestos de la
invencion como ingrediente activo y una combinacion de tales compuestos con una segunda sustancia
medicamentosa.
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El estado clinico general del paciente es investigado semanalmente por medio de examenes fisicos y de laboratorio.
El estado de la enfermedad y los cambios en el progreso de la enfermedad se evallan cada 2 meses por medio de
un examen radiolégico (MRI) y de un examen fisico. Inicialmente los pacientes reciben tratamiento durante 2 a 6
meses. Después de eso, permanecen en tratamiento durante un tiempo suficiente hasta que su enfermedad no
muestre progreso y el farmaco sea tolerado satisfactoriamente.

Principales variables para evaluacion: Seguridad (efectos adversos), bioquimica y hematologia estandar del suero,
imagenes de resonancia magnética (MRI).

Las dosis diarias requeridas para la practica de la presente invencion variaran dependiendo, por ejemplo, del
compuesto utilizado, del huésped, de la forma de administracion y de la severidad de la condicién que va a ser
tratada. Un rango de dosis diaria preferida es aproximadamente de 0,1 a 100 mg como una dosis Unica o en dosis
divididas. Las dosis diarias adecuadas para los pacientes estan en el orden por ejemplo de 0,1 a 50 mg por via oral.
El compuesto se puede administrar por medio de cualquier ruta convencional, en particular por via enteral, por
ejemplo en forma oral, por ejemplo en la forma de tabletas, capsulas, soluciones para beber, en forma nasal,
pulmonar (por inhalacion) o en forma parenteral, por ejemplo en la forma de soluciones o suspensiones inyectables.
Las formas adecuadas de dosificacion unitaria para administracion oral incluyen aproximadamente desde 0,1 hasta
30 mg, usualmente de 0,25 hasta 30 mg de ingrediente activo, por ejemplo aproximadamente de 0,1 - 5 mg, junto
con uno o mas diluyentes o portadores farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Los compuestos de la invencién pueden administrarse por medio de cualquier ruta convencional, en particular, en
forma entérica, por ejemplo, en forma oral, por ejemplo, en la forma de tabletas o capsulas, o en forma parenteral,
por ejemplo, en la forma de soluciones o suspensiones inyectables, en forma topica, por ejemplo, en la forma de
lociones, geles, unglientos o cremas, o en forma nasal o de supositorio. Los derivados de fosfato de los compuestos
de la invencién se administran preferiblemente en forma parenteral. Las composiciones farmacéuticas que contienen
tales compuestos en forma libre o en forma de sal farmacéuticamente aceptable junto con al menos un portador o
diluyente farmacéuticamente aceptable se pueden fabricar en forma convencional mezclando con un portador o
diluyente farmacéuticamente aceptable.

Los compuestos de la invencion se pueden administrar en forma libre o en forma de una sal farmacéuticamente
aceptable, por ejemplo, como se indicé anteriormente. Tales sales pueden prepararse en forma convencional y
exhiben el mismo grado de actividad que los compuestos libres.

Los compuestos de la invencion se administran como Unico ingrediente activo para el tratamiento de los trastornos
autoinmunes anteriormente mencionados.

Por lo tanto, en adn un aspecto adicional, se describe:

5. Un método que comprende la administracion conjunta, por ejemplo en forma concomitante o en secuencia, de una
cantidad terapéuticamente efectiva, no tdxica, de un compuesto de la invencién o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, y al menos una segunda sustancia medicamentosa.

6. Una combinacién farmacéutica, por ejemplo un kit, que comprende a) un primer agente que es un compuesto de
la invenciébn o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y b) al menos una segunda sustancia
medicamentosa, por ejemplo como se indico anteriormente. El kit puede comprender instrucciones para su
administracion.

Los términos “administracion conjunta” o “administracion combinada” o similares como se los utiliza aqui tienen el
proposito de abarcar la administracion de los agentes terapéuticos seleccionados a un paciente particular, y
pretenden incluir regimenes de tratamiento en los cuales los agentes no son necesariamente administrados por la
misma via de administracion o al mismo tiempo.

El término “combinacién farmacéutica” como se lo utiliza aqui significa un producto que resulta de la mezcla o
combinacion de mas de un ingrediente activo e incluye tanto combinaciones fijas como no fijas de los ingredientes
activos. El término “combinacion fija” significa que los ingredientes activos, por ejemplo, un compuesto de la
invencion y una segunda sustancia medicamentosa, se administran ambos a un paciente en forma simultanea en la
forma de una entidad Unica o dosis. El término “combinacién no fija” significa que los ingredientes activos, por
ejemplo, un compuesto de la invencion y una segunda sustancia medicamentosa, son ambas administradas a un
paciente como entidades separadas ya sea simultaneamente, al mismo tiempo o en forma secuencial sin limites de
tiempo especificos, en donde tal administracién proporciona niveles terapéuticamente efectivos de los 2 compuestos
en el organismo del paciente. Esto ultimo también aplica a la terapia de coctel, por ejemplo, la administracion de 3 o
mas ingredientes activos.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula la,

S Cl
OH

OH

la

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

5 o un derivado de fosfato del mismo de la férmula:

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso como Unico ingrediente activo en el tratamiento de
10 esclerosis lateral amiotréfica o uveitis.

2. Un compuesto para uso segun la reivindicacion 1, que es un compuesto de férmula la:

NH,
OH

OH
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. Un compuesto para uso segun la reivindicacion 1, que es un compuesto de la férmula:

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
4. Un compuesto para uso segun la reivindicacion 2, en el que el tratamiento es tratamiento de uveitis.

5. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de féormula la o un derivado de fosfato del mismo o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como Unico ingrediente activo, como se define en la reivindicacion

10 1, junto con uno o mas diluyentes o portadores farmacéuticamente aceptables de los mismos, para uso en un
tratamiento como se define en la reivindicacion 1.

10
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Encefalomielitis autoinmune experimental aguda en ratas de Lewis
inmunizadas con tejido de médula espinal de conejillo de Indias

304 | —=— Control
1 | —®— Compuesto A 0.1 mg/kg p.o.|-
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ANOVA no paramétrico de Kruskall-Wallis, seguido por comparacién multiple de Dunn
*p <0,05 * p<0,01, ™ p <0,001, n.s. no significativo

FIG. 1
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ES 2529724 T3

Encefalomielitis autoinmune experimental reincidente crénica en ratas de Lewis
inmunizados con tejido de médula espinal de coneijillo de Indias
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*p < 0,05, n.s. no significativo

FIG. 2
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